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Department of Cellular & Molecular Immunology

1.
Signalprozesse zur Aktivierung von B-Lympho-
zyten und Steuerung der humoralen Immunitat

Die Initiation der Antikdrper-vermittelten Immunantwort (humorale
Immunité&t) erfolgt iber die Stimulation des B-Zell-Antigenrezeptors
(BCR). Hauptziel unserer Forschungsaktivitaten ist das molekulare

Verstandnis BCR-gesteuerter Signalprozesse, die zur Differenzie-

rung der B-Zelle und zur Sekretion von Antikdrpern fiihren. Defekte
in diesen Mechanismen verursachen Immundefizienzen, z.B. den
Morbus Bruton (XLA-Krankheit), und sind an der Ausbildung von
B-Zell-Tumoren beteiligt.

Kontrolle der Aktivierung von B-Lymphozyten durch
intrazelluldre Adapterproteine
Die Antigen-vermittelte Stimulation des BCR fiihrt zur Aktivierung

von zytoplasmatischen Protein-Tyrosin-Kinasen wie Spleen Tyrosi-

ne Kinase (Syk) oder Bruton’s Tyrosine Kinase (Btk). Ein zentrales
Substrat- und Effektorprotein dieserKinasen ist die Phospholipase

Cy2, die die Bereitstellung von Ca’*-lonen als ,Second Messen-
ger“ steuert. Wir konnten zeigen, dass der strukturelle und funk-

tionelle Aufbau dieserSignalkaskade tiberdasvon unsidentifizierte
Adapter- oder Geriistprotein SLP-65 organisiert wird. Defekte in der
Expression oder Funktion von SLP-65 blockieren die Entwicklung

von B-Zellen und fiihren zu einem Ausfall der humoralen Immun-

antwort. SLP-65 ist aber auch ein Tumor-Suppressor-Protein, das

bei fehlender Expression in Menschen und Mdusen zu pra-B-Zell-

Leukdmien und B-Zell-Lymphomen fiihrt. Unser zentrales Ziel ist
daher die Aufkldarung der genauen Funktionsweise von SLP-65 bei
der Aktivierung und apoptotischen Eliminierung von B-Zellen.

Differenzielle Regulation der Ca**-Mobilisierung in aktivierten
B-Lymphozyten

BevorB-Lymphozyten Antikdrper produzieren, durchlaufen sie eine
Reihe von Entwicklungs- und Differenzierungsschritten, die durch
Signale des BCR kontrolliert werden. BCR-Signale werden im Verlauf
der B-Zell-Entwicklung und -Differenzierung angepasst. So zeigen

z.B. unreife B-Zellen, die im Kontext der immunologischen Tole-

ranz nach Antigenerkennung Apoptose durchlaufen, eine transiente
BCR-induzierte Ca’*-Mobilisierung. Fiir reife B-Zellen hingegen, die
Antigen-induziert proliferieren und differenzieren, ist ein starkeres
und langer anhaltendes Ca”*-Signal charakteristisch.

Im Fokus unserer Arbeit steht die Entschliisselung der moleku-
laren Mechanismen, die BCR-vermittelte Signale differenziell regu-
lieren. Wirkonnten ein Signalmodul identifizieren und charakterisie-

ren, das BCR-vermittelte Signale kontrolliert. Wir zeigten, dass die
Adapterproteine Growth factor receptor bound protein 2 (Grb2) und
Downstream of kinase-3 (Dok-3) die Ca>*-Mobilisierung in unreifen
B-Zellen begrenzen. In reifen B-Zellen kann der Funktion des Grb2/
Dok-3-Moduls durch das transmembranstdndige Adapterprotein
Non-T cell activation linker (NTAL) entgegengewirkt werden. Dies

ist ein Beispiel, wie Grb2-vermittelte Proteinkomplexe antigenin-
duzierte Signale in B-Zellen unterschiedlicher Entwicklungsstadi-

en regulieren.
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In einem weiteren Schwerpunkt untersuchen wir die Aktivierung und
Funktion der SH2 domain-containing inositol phosphatase (SHIP).
SHIP verandert die Zusammensetzung von Phosphoinositiden
(PIPs) auf der cytosolischen Seite der Plasmamembran und deter-
miniert auf diese Weise die Aktivierungsschwelle von B-Lympho-
zyten, um die Produktion autoreaktiver Antikdrper zu vermeiden.
Wir haben zahlreiche, bislang nicht bekannte SHIP-Bindepartner
identifiziert und konnten zeigen, auf welche Weise diese Proteine
die Funktion von SHIP beeinflussen. Wir haben dazu auch bildge-
bende Verfahren entwickelt, um die Kinetik und Dynamik dieses
Signalprozesses zu untersuchen.

Signalprozesse zur Etablierung und Aktivierung der

humoralen Immunitdt

Die Antigen-vermittelte Stimulation des BCR fiihrt zur Aktivierung
von zytoplasmatischen Protein-Tyrosin-Kinasen, die wiederum
nachgeschaltete Effektorproteine wie z.B. die Phospholipase C-y2
aktivieren. Dadurch kommt es im Zellinneren zur Produktion der
sekunddren Botenstoffe Diacylglycerol und Inositoltrisphosphat so-
wie zu einer transienten Erhéhung der intrazelluldren Ca’*-lonen-
Konzentration. Diese Signalmechanismen werden in B-Zellen aller
Differenzierungsstadien ausgeldst. Wir konnten jedoch erstmalig
zeigen, dass der BCR auf Geddchtnis-B-Zellen diese Signalkaskade
durch die direkte Assoziation mit dem Adapterprotein Grb2 stark
amplifiziert. Dies kdnnte zum einen die Aktivierungsschwelle von
Gedichtnis-B-Zellen herabsetzen und zum anderen einen Uber-
lebensvorteil fiir Gedadchtnis-B-Zellen gegeniiber naiven B-Zellen
ausmachen. Gegenwartig untersuchen wir sowohl die molekularen
Mechanismen der BCR-Signalkaskade in Gedachtnis-B-Zellen so-
wie deren Funktion fiir die Biologie dieser Zellen in vivo. Langfristig
werden unsere Erkenntnisse zu einem besseren Verstandnis des
immunologischen Geddchtnisses sowie der Entstehung von aller-
gischen Reaktionen beitragen.

Protein- und Vesikeltransport durch das intrazelluldre
Adapterprotein mAbp1

Intrazelluldre Transportprozesse, wie die Rezeptor-vermittelte En-
dozytose von Antigenen, spielen eine essentielle Rolle bei der Ak-
tivierung von Immunzellen. In Nervenzellen sind endo- und exozy-
totische Vorgédnge zentral an der Bereitstellung und Wiedergewin-
nung von Neurotransmittern beteiligt. Mit dem zytoplasmatischen
Adapterprotein mAbp1 (mammalian actin-binding protein 1) haben
wir ein neues Schaltelement dieser Mechanismen identifiziert. Die
Analyse unserer mAbp1-defizienten Maus belegt eine Schlissel-
stellung von mAbp1 bei der Bereitstellung von Neurotransmittern
in hippocampalen Neuronen (Zusammenarbeit mit Dr. J. Klingauf,
MPI fiir Biophysikalische Chemie). Der mAbp1-Defekt fiihrt zu einer
erheblichen Beeintrachtigung der Bewegungskoordination und der
neuromotorischen Fahigkeiten der Mausmutanten. Dariiber hinaus
zeigen diese Tiere weitere Organdefekte, z.B. in der Lunge, im Her-
zenund in der Milz. Dies deutet daraufhin, dass mAbp1-vermittelte
Prozesse fiir die Integritat vieler Organsysteme notwendig sind. Un-
sere mAbp1-defiziente Maus kann dariiber hinaus als Modellsystem
fir neurologische und kardiologische Erkrankungen dienen.



1.
Signal Transduction Processes in B Lymphocytes
and the Initiation of Humoral Immune Responses

Antibody-mediated immune responses (Humoral Immunity) are
triggered upon activation of the B cell antigen receptor (BCR). The
main objective of our research is the molecular understanding of
BCR-controlled signalling cascades, which trigger differentiation
of B cells and lead to the secretion of soluble antibody molecules.
Signalling deficits are well known to cause immunodeficiencies,
such as Morbus Bruton (XLA-disease), and also have an implica-
tion on the generation of B cell-derived tumours.

Positive and negative signalling by the intracellular adaptor
protein SLP-65

BCR ligation activates cytoplasmic protein tyrosine kinases such
as Spleen tyrosine kinase (Syk) or Bruton’s tyrosine kinase (Btk). A
critical substrate of these kinases and a central BCR effector protein
is phospholipase Cy2, which triggers mobilization of the second
messenger Ca”*. We have shown that this BCR signalling cascade
is structurally and functionally organized by the adaptor or scaffold
protein SLP-65. Defective SLP-65 expression or function blocks B
cell development and prevents the initiation of humoral immune
responses. However, SLP-65 also possesses tumour suppressor
activity. Hence, in the absence of SLP-65, affected individuals are
prone to develop pre-B cell leukaemia and B cell lymphomas. We
thus aim at elucidating the exact signalling mechanisms of SLP-65,
which are instrumental for proper activation and apoptotic elimi-
nation of B cells.

Differential Regulation of Ca’* Mobilization in Activated

B Lymphocytes

The generation of antibody-producing B lymphocytes is preceded
by several developmental steps that are controlled by the BCR. BCR
signals are adjusted in the course of B cell development and dif-
ferentiation. Forexample, immature B cells that undergo apoptosis
afterantigen recognition in the context ofimmunological tolerance
show transient BCR-induced Ca’* signals. Mature B cells, however,
proliferate and differentiate upon antigen stimulation and show a
robust and sustained Ca’* signal.

The aim of our work is to decipher Ca**-regulating pathways on
amolecular level. We identified and characterized the adapter pro-
teins growth factor receptor bound protein 2 (Grb2) and downstream
of kinase-3 (Dok-3) as regulators of Ca’* mobilization inimmature B
cells. In mature B cells the function of Grb2/Dok-3 is counteracted
by the transmembrane adapter protein non-T cell activation linker
(NTAL). Thisis one example how Grb2-mediated protein complexes
control differential BCR-induced signals.

Another project aims at understanding the activation and func-
tion of the SH2 domain-containing inositol phosphatase (SHIP).
SHIP alters the composition of phosphoinositides atthe inner leaflet
ofthe plasma membrane and determines the threshold of B cell ac-
tivation, which isimportant to prevent production of autoantibodies.
We identified a number of yet unknown SHIP binding partners and

Universitdtsmedizin Géttingen Forschungsbericht Research Report 2006 - 2008 185

could show how these proteins are involved in SHIP function. To
examine the kinetics and dynamics of this process we established
live imaging techniques.

Signal transduction mechanisms for establishment and
maintenance of humoral immunity

Stimulation of the BCR induces activation of cytosolic protein ty-
rosine kinases that activate downstream effector enzymes such
as phospholipase Cy2. This causes the production of the second
messengers diacylglycerol and inositoltrisphosphate and a subse-
quent transient rise in the intracellular concentration of Ca** ions.
These signal transduction pathways are initiated in all B cells irre-
spective of their differentiation stage. However, in memory B cells
these signaling mechanisms are greatly enhanced by means of
direct association of the adaptor protein Grb2 with the BCR. This
mechanism mighton the one hand lowerthe activation threshold of
antigen-experienced memory B cells and on the otherhand provide
naive B cells with a survival advantage. Currently, we are analyzing
the molecular details of the BCR cascade in memory cells as well
as its role in the biology of memory B cells in vivo. In the long run
our findings will provide a better understanding of immunological
memory as well as the onset of allergic reactions.

Intracellular vesicle transport by the mammalian actin-binding
protein 1 (mAbp1) in immune and nerve cells

Intracellular transport processes, such as receptor-mediated en-
docytosis of antigens, are instrumental in efficiently activating im-
mune cells. In neuronal cells, endo- and exocytosis of membrane
vesicles control the release and recycling of neurotransmitters.
We have identified the cytoplasmic adapter protein mAbp1 as a
novel regulator of the endo-/exocytic machinery. Analysis of our
mAbp1-deficient mouse reveals that mAbp1 plays a non-redun-
dant role in recycling of synaptic vesicles and neurotransmitter
supply. The presynaptic defect of mAbp1 mouse mutants is asso-
ciated with impaired physical capabilities and severely disturbed
neuromotoric behaviour. Moreover, mAbp1 knock-out mice mu-
tants show an abnormal structure of lung, heart, and spleen in-
dicating that mAbp1-mediated processes are mandatory for the
integrity of multiple organ systems. Our mAbp1-deficient mouse
may serve as a model system for neurological and cardiological
diseases.

Arbeitsgruppenleiter/innen Group Leaders
Prof. Dr. Jiirgen Wienands

Dr. Michael Engelke

Dr. Niklas Engels

Dr. Cora Thiel

Kooperationen Cooperations

F. Batista, London Research Institute, London

M. Bdsl, MPI fiir Neurobiologie, Martinsried

E. Hobeika, MPI fiir Inmunbiologie, Freiburg

H.-M. Jdck, Abt. Molekulare Immunologie, Friedrich-Alexander Universitat, Erlangen Niirnberg
J. Klingauf, Max Planck Institut fir Biophysikalische Chemie, Gottingen



Department of Cellular & Molecular Immunology

D. Kube, B. Glass, Abt. Hdmatologie und Onkologie, Universitatsmedizin Universitét Gottingen
T. Kurosaki, RIKEN-Institut, Yokohama, Japan

M. Miischen, Abt. fiir Molekulare Stammzellbiologie, Heinrich-Heine-Universitat Diisseldorf

M. Naumann, Institut fiir Experimentelle Innere Medizin, Otto-von-Guericke-Universitat, Magdeburg
M. Reth, Abt. fiir Molekulare Immunologie, Albert-Ludwigs-Universtitat Freiburg

0. Rocks, Mount Sinai Hospital, Toronto

B. Schraven, Institut fir Immunologie, Otto-von-Guericke-Universitat, Magdeburg

T. Tsubata, Medical and Dental University, Tokio, Japan

H. Urlaub, MPI fiir biophysikalische Chemie, Gottingen

E. Vigorito, Babraham Insitutute, Cambridge, UK

Drittmittelforderung Funding

DFG, Forschergruppe, WI 1704/1-3, 2007-2009

DFG, Forschergruppe, WI 1704/3-1, 2007-2009

DFG, SFB 523 (TP B14), 2006-2008

DFG, AY 8/1-2, 2005-2006

DFG, Forschergruppe, W1 1704/1-2, 2005-2007

DFG, Forschergruppe, W1 1704/1-1, 2005-2007

EU, HEALTH-F2-2008-201549 EURO-PADnet, 2008-2011

EU, 012919 (NEST)HYBLIB, 2005-2009

Nieders. Vorab der VolkswagenStiftung, Niedersachsisch-Israelische Gemeinschaftsvorhaben,

2008-2011

Ausgewdhlte Publikationen Selected Publications
Connert S, Wienand S, Thiel C, Krikunova M, Glyvuk N, Tsytsyura Y, Hilfiker-Kleiner D, Bartsch JW,
Klingauf J, Wienands J (2006) SH3P7/mAbpl deficiency leads to tissue and behavioural abnor-
malities and impaired vesicle transport. EMBO J, 25(8): 1611-22.

Grabbe A, Wienands J (2006) Human SLP-65 isoforms contribute differently to activation and
apoptosis of B lymphocytes. BLOOD, 108(12): 3761-68.

Abudula A, Grabbe A, Brechmann M, Polaschegg C, Herrmann N, Goldbeck |, Dittmann K, Wienands
J (2007) SLP-65 signal transduction requires Src homology 2 domain-mediated membrane an-
choring and a kinase-independent adaptor function of Syk. J BIOL CHEM, 282(39): 29059-66.

Stork B, Neumann K, Goldbeck I, Alers S, Kahne T, Naumann M, Engelke M, Wienands J (2007)
Subcellular localization of Grb2 by the adaptor protein Dok-3 restricts the intensity of Ca* sig-
naling in B cells. Embo J, 26: 1140-49.

Engelke M, Engels N, Dittmann K, Stork B, Wienands J (2007) Ca” signaling in antigen receptor-
activated B lymphocytes. Immunol Rev, 218: 235-46.

Engels N, Engelke M, Wienands J (2008) Conformational plasticity and navigation of signaling
proteins in antigen-activated B lymphocytes. Adv Immunol, 97: 251-81.

2.
Molekulare Pathogenese entziindlicher, endokriner
und maligner Erkrankungen

Im Verlauf des vorliegenden Berichtzeitraumes erfolgte die Erwei-
terung der Abteilung um eine neue Arbeitsgruppe. Prof. Dr. Hol-
ger Reichardt, bislang an der Universitdt Wiirzburg tatig, wurde
zum 1.Januar 2007 an die Universitatsmedizin Gottingen berufen.
Hauptaufgabe im Laufe des ersten Jahres war der Umzug der be-
stehenden Arbeitsgruppe, deren sukzessive Erweiterung sowie
die Etablierung von Kooperationen mit Kollegen aus den Abtei-
lungen fiir Neuroimmunologie (IMSF), Neuropathologie, Himato-
logie, Humangenetik und Molekulare Onkologie. In Fortfiihrung
derlangjahrigen Forschungstradition konzentrierte sich das breit
gefdcherte Interesse der Arbeitsgruppe auch in Gottingen aufden
Schnittpunkt zwischen Immunologie und deren Nachbardiszipli-
nen Endokrinologie, Neurologie und Hdmatologie. Die Férderung
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der Projekte erfolgte durch verschiedene private Stiftungen, die
DFG, das BMBF sowie die Industrie.

Chronische Erkrankungen wie Multiple Sklerose, Diabetes,
Asthma und Krebs verursachen weltweit dramatische Gesundheits-
probleme, erfordern hdufig lebenslange medizinische Behandlung
und fithren unterUmstanden zu Behinderung und friihem Tod. Viele
deraktuellverfligharen Therapien sind unbefriedigend und von teils
schweren Nebenwirkungen begleitet. Daherist unserZiel, die Patho-
genese dieser Erkrankungen sowie den Mechanismus konventionel-
lerund neuerBehandlungsstrategien besserzuverstehen. Im Mittel-
punktunseres Interesses stehen insbesondere Glukokortikoide als
Standardtherapie von entziindlichen Erkrankungen und Lympho-
men. Dariiber hinaus arbeiten wir an neuen Pharmaka sowie der
Modulation des Immunsystems durch monoklonale Antikdrper. Wei-
tere Arbeitsgebiete betreffen grundlegende Fragen zur Entwicklung
und Funktion von Lymphozyten, die Rolle von Notch1 im Rahmen
der Tumorgenese sowie endokrine Regulationsmechanismen. Zur
Erreichung unserer Ziele nutzen wir eine Vielzahl experimenteller
Ansétze, von biochemischen und molekularbiologischen Methoden
tiber Zellkultursysteme bis hin zu Tiermodellen. Spezielle Experti-
sen unseres Labors umfassen die Nutzung lentiviraler Vektoren zur
Geninaktivierung mittels RNAi und die Herstellung von transgenen,
knockout und knockdown Mausen und Ratten.

Modulation des Immunsystems durch Glukokortikoide

Durch Generierung und Analyse verschiedener genetisch verdn-
derter Tiermodelle konnten wir Erkenntnisse zur Regulation von
T-Zellen und Makrophagen im Kontext entziindlicher Erkrankun-
gen gewinnen. Eine verstarkte Glukokortikoid-Wirkung, wie sie
beispielweise bei chronischem Stress auftritt, hat im Tiermodell
einen milderen Verlauf von Multipler Sklerose zur Folge; Asthma
hingegen verschlimmert sich eher. In anderen Tiermodellen konn-
ten wir nachweisen, dass T-Zellen fiir eine Behandlung von Mul-
tipler Sklerose mit hochdosierten Glukokortikoiden von zentraler
Bedeutung sind. Die Therapie von Kontaktdermatitis mittels topi-
scher Glukokortikoide wirkt hingegen hauptsachlich auf Granulo-
zyten und Makrophagen. Dies belegt, dass bei Stress freigesetzte
Glukokortikoide und pharmakologisch verabreichte Praparate, wie
sie bei ca. 3% der Bevolkerung zur Anwendung kommen, abhan-
gigvon derjeweiligen Krankheit sehr unterschiedliche Wirkungen
aufweisen kdnnen.

Mechanismus CD28 superagonistischer Antikorper

ZurUntersuchung der Wirkungsweise dieser neu entwickelten Klas-
se therapeutischer Antikérper wurden verschiedene Tiermodelle
eingesetzt. Eine Behandlung von Multipler Sklerose und Typ | Di-
abetes bei Ratten erwies sich als duerst wirkungsvoll, wobei der
Therapieerfolg unteranderem der Aktivierung regulatorischerT-Zel-
len zugeschrieben werden konnte. Weitere Untersuchungen zeig-
ten, dass es nach Applikation des Antikdrpers zu einer dramatisch
verminderten Beweglichkeit derT-Zellen kommt und diese aus den
peripheren Organen und dem Blutverschwinden. Die Folge ist eine
Lymphopenie wie sie in dhnlicher Weise in einer Phase | Studie
mit dem Antikorper TGN1412 beim Menschen beobachtet wurde.



Im Rattenmodell kommt es jedoch nicht zu der dort beobachteten

ibermafigen Freisetzung von Zytokinen und den damit verbunde-

nen verheerenden Folgen.

Endokrine Dysregulation bei Diabetes mellitus und
Pseudohypoaldosteronismus

Die hormonelle Kontrolle des Salzwasser-Haushaltes sowie des
Blutzuckerspiegels wird durch die Hormone Aldosteron und Insulin
vermittelt. Durch Entwicklung neuartiger Techniken zur gezielten
Geninaktivierung konnten Erkenntnisse zur endokrinen Homéoo-
stase erhalten werden. Bei reduzierter Aldosteron-Wirkung tiber
den Mineralokortikoid-Rezeptor kommt es zu einer verminderten

Natrium-Rickresorption in der Niere, wahrend der Verlust des In-

sulin-Rezeptors die Entwicklung eines Typ Il Diabetes mellitus zur

Folge hat. Aufgrund der besonderen Eigenschaften des neuarti-

gen Systems kann die Geninaktivierung des Insulin-Rezeptors und
damit die Hyperglykdmie riickgangig gemacht werden. Dies wird
es in Zukunft ermoglichen, die langfristigen Folgen von Diabetes
besser zu verstehen.

Notch1 und die Lymphomgenese
Tierexperimentelle Studien aus unserer sowie anderen Arbeitsgrup-
pen zeigen, dass eine konstitutive Uberexpression von Notch1 in

T-Zellen zur Entwicklung von akuten T-lymphoblastischen Lympho-
men (T-ALL) fiihrt. In Kooperation mit Bernd Dérken von der Cha-

rité Berlin konnten wir nun auch einen Zusammenhang zwischen
Notch1, derhierdurch bedingten Transdifferenzierung von B-Zellen
und derEntstehung des Hodgkin Lymphoms herstellen. Dies belegt,
dass Notch1 nicht nur bei T-Zell-Malignitdten, sondern auch bei
Neoplasien der B-Zell-Reihe eine wichtige Rolle spielt.

2.
Molecular Pathogenesis of Inflammatory,
Endocrine and Malignant Diseases

In the course of the last reporting period, an additional research

group has complemented the department. Prof. Dr. Holger Reich-
ardt, formerly working at the University of Wiirzburg, had been ap-

pointed with effect from January 2007 to a professorship at the
University of Géttingen Medical School. The main task in the first
yearwas the relocation of the existing research group, its successive
expansion and the establishment of cooperations with colleagues
from the Departments of Neuroimmunology (IMSF), Neuropathology,

Hematology, Human Genetics and Molecular Oncology. In continu-

ation of the long-lasting research tradition the broad interests of
the group concentrated on the intersection between immunology

and its neighbouring disciplines endocrinology, neurology and he-

matology. Support of the projects was provided by various private
trusts, the DFG, the BMBF, and industry.

Chronic diseases such as multiple sclerosis, diabetes, asthma
and cancer are major worldwide health problems, often require
lifetime medical treatment and may result in permanent disability
and early death. Generally, therapy is unsatisfactory and accom-
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panied by partially severe side effects. Therefore our work aims at
better understanding the pathogenesis of such diseases as well as
the mechanisms underlying conventional as well as new treatment
regimens. Those include above all glucocorticoids as the mainstay
of many therapies to treatinflammatory disorders and lymphomas.
Furtherinterests concern novel pharmaceutical compounds as well
as monoclonal antibodies designed to modulate the immune sys-
tem. Additional research areas include basic questions related to
the developmentand function of lymphocytes, the role of Notch1 in
tumorigenesis and endocrine control mechanisms. To accomplish
our goals we use a plethora of experimental approaches, from bio-
chemistryand molecularbiology to cell culture systems and animal
models. Special expertises of ourgroup concern the use of lentiviral
vectors to achieve gene inactivation by RNAi and the generation of
transgenic, knockout and knockdown mice and rats.

Modulation of the immune system by glucocorticoids

The generation and analysis of different genetically modified ani-
mal models allowed us to obtain insight into the regulation of T
cells and macrophages in the context of inflammatory diseases. In-
creased glucocorticoid action such as during chronic stress results
in a milder disease course in an animal model of multiple sclero-
sis. In contrast, experimentally induced asthma rather aggravates.
Using other animal models we could demonstrate that T cells are
central to high-dose glucocorticoid therapy of multiple sclerosis
while treatment of contact dermatitis by topical glucocorticoids
primarily targets granulocytes and macrophages. This highlights
that glucocorticoids released during stress and pharmacological
preparations prescribed to about 3 % of the population may have
quite distinct effects depending on the individual disease.

Mechanism of CD28 superagonistic antibodies

Several animal models were employed to study the mode of ac-
tion of this newly developed class of therapeutic antibodies. Treat-
ment of multiple sclerosis and type | diabetes in rat models was
exceptionally efficient whilst the beneficial effects could in part be
ascribed to the activation of regulatory T cells. Further investiga-
tions revealed that the motility of T lymphocytes was dramatically
diminished after antibody application and that these cells disap-
peared from peripheral organs and the blood. This results in the
development of lymphopenia similar to the clinical phase | trial
of the antibody TGN1412 in human volunteers. Nevertheless, the
excessive release of cytokines observed in humans in conjunction
with its devastating outcome did not occur in the rat model.

Endocrine dysregulation in diabetes mellitus and
pseudohypoaldosteronism

Salt-water-balance and the blood glucose level are controlled by
the hormones aldosterone and insulin. The development of a novel
technique for targeted gene inactivation provided insight into en-
docrine homeostasis. Reduced aldosterone action mediated by the
mineralocorticoid receptor leads to diminished sodium reabsorp-
tion in the kidney and loss of the insulin receptor results in the de-
velopment of type Il diabetes. Due to the exceptional characteris-
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tics of the new system gene inactivation of the insulin receptorand
hyperglycemia can be reversed. In the future this will allow a better
understanding of the longterm consequences of diabetes.

Notch1 and lymphomagenesis

Animal experiments performed in ourand othergroups revealed that
constitutive expression of Notch1 in T cells induces acute T-lympho-
blastic lymphomas (T-ALL). In cooperation with Bernd Dérken (Chari-
té Berlin) we could now also demonstrate a link between Notch1,
the transdifferentiation of B-cells and the development of Hodgkin
lymphoma. This confirms that Notch1, besides being involved in T
cell malignancies, also plays an important role in B cell neoplasias.
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3.
Regulation von chemotaktischen
Leukozytenrezeptoren

Die chemotaktischen Leukozytenrezeptoren CCR5 und C5aR sind
G Protein-gekoppelte Rezeptoren mitwichtigen Funktionen im ange-
borenenund adaptiven Immunsystem. CCR5 fungiertdariiberhinaus
als essentieller Co-Rezeptor fiir HIV-1/-2. Beide Rezeptoren dienen
als Modell-Rezeptoren fiir die Untersuchungvon Signaltransduktion
und Oberflachenregulation chemotaktischer Leukozytenrezeptoren.
Aufbauend aufeigenen Untersuchungen zur Phosphorylierungvon
chemotaktischen Rezeptoren durch Rezeptorkinasen konnten wir
u.a. mittels phosphospezifischer mAk nachweisen, dass der Phos-
phorylierungsstatus einer funktionell relevanten Akzeptorstelle auf
C5aR durch PKC-BI/Il im Zusammenwirken mit einer Calyculin A-
sensitiven Protein Phosphatase reguliert wird. Das Adaptorprotein
B-Arrestin bindet Phosphorylierungs-abhangigan C5aR, moduliert
aberzugleich tiber einen neuidentifizierten Riickkopplungsmecha-
nismus die PKC-vermittelte Phosphorylierung des Rezeptors. In Zu-
sammenarbeit mit einer anderen Arbeitsgruppe identifizierten wir
hydrophobe Aminosduren im Bereich des C5aR Carboxyterminus,
die fiir eine intakte Phosphorylierung, Endozytose sowie den ante-
rograden Transport des Rezeptors von Bedeutung sind.

Neben den pro-inflammatorischen Peptiden des Komplement-
systems und seinen Rezeptoren (C5aR) beziehen sich weitere Arbei-
ten auf das Komplement-Kontrollprotein Faktor H (CFH). In Zusam-
menarbeit mit P. Zipfel (Jena) wurden funktionell relevante Epitope
auf CFH identifiziert. Diese Ergebnisse legen ein alternatives Modell
der Konformation von CFH nahe, demzufolge dieses Protein nach
Bindung an (kérpereigene) Oberflachen eine Konformationsénde-
rungvollzieht, wobei sekundare Bindungsstellen exponiert werden.
Diese Arbeiten haben moglicherweise Bedeutung fiir das Verstand-
nis des hamolytisch-uramischen Syndroms (@aHUS) sowie deralters-
abhingigen Makuladegeneration (AMD). Bei letzterer Erkrankung
konnten wir erstmals den Nachweis auch systemisch erhohten Kom-
plementumsatzes im Plasma von AMD-Patienten fiihren. Zugleich
korrelierte das Ausmaf} der Komplementaktivierung mit dem Vorlie-
genvon Risiko- bzw. protektiven Varianten des Kontrollproteins CFH
bei AMD-Patienten. Diese Befunde stiitzen die Hypothese, derzufol-
ge eine polymorphe Variation von CFH {ibereine mehroderweniger
strikte Regulation der lokalen Komplementaktivierungin der Retina
zu den dort beobachteten Ldsionen beitragen konnte.

3.
Requlation of Chemotactic Leukocyte Receptors

The chemotactic leukocyte receptors CCR5 and C5aR belong to the
family of G protein-coupled receptors (GPCR) and fulfill important
functions in innate and adaptive immunity. CCR5 is also an essen-
tial co-receptorforHIV-1/-2. Both proteins serve as model receptors
forstudies on signaltransduction and the regulation of cell surface
expression of chemotactic leukocyte receptors. Based on earlier
work on the ligand-induced phosphorylation of these receptors by



receptorkinases we showed, using phosphosite-specific mAb, that
the phosphorylation state of a functionally relevant acceptor site
on C5aRis regulated by protein kinase C (PKC-B1/11) togetherwith a
protein phosphatase which is sensitive to calyculin A. The adaptor
protein B-arrestin binds to C5aR in a phosphorylation-dependent
mannerand, at the same time, modulates PKC-mediated phospho-
rylation of C5aR through a novel feedback mechanism. Together
with colleagues from other groups we identified hydrophobic amino
acid residues in the C5aR carboxylterminus, which are relevant for
intact phosphorylation, endocytosis and the anterograde transport
of this receptor.

Besides pro-inflammatory peptides of the complement system and
its receptors (C5aR) we are also interested in control proteins of the
complement system, notably complement factor H (CFH). Together
with P. Zipfel (Jena) we identified functionally relevant epitopes
on CFH. These results suggest an alternative structural model for
CFH according to which this protein undergoes a conformational
change upon initial contactto (cell) surfaces. This leads to exposure
of secondary binding sites on CFH. These results are potentially
relevant for understanding the pathophysiology of the hemolytic-
uremic syndrome (@aHUS) and age-related macular degeneration.
Our work provided evidence for enhanced turnover of the comple-
ment system in plasma of AMD patients and these findings further
correlated with the presence or absence of either protective or risk
variants of the complement control protein CFH in AMD patients.

These results support the hypothesis of arole for polymorphicvaria-

tion of CFH through more or less strict control of local complement
activation in the generation of retinal lesions which are a hallmark
of this disease.
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4.
Funktionelle Analyse des MHC und zelluldre
Zytotoxizitat

Die Arbeitsgruppe Dressel befasst sich mit dem Haupthistokom-
patibilitdtskomplex (MHC) und der Funktion bestimmterin diesem
Komplex gelegener Gene. Es werden dabei vor allem tumorimmu-
nologische und transplantationsimmunologische Fragestellungen
bearbeitet. Die Funktion und Bedeutung zytotoxischer Zellen steht
im Mittelpunkt des Interesses.

Der MHC-Genkomplex iibt eine zentrale Funktion bei der Ent-
wicklung des Immunsystems und dem Zustandekommen einer Im-
munantwort aus. So kontrolliert er iber die so genannten Klasse-I-
undKlasse-lI-Gene die antigenspezifische, adaptive Imnmunantwort,
nimmt aber liber bestimmte Gene auch Einfluss auf das natiirliche
Immunsystem. Der MHC der Ratte, der RT1-Komplex, enthdlt iiber
120 funktionelle Gene sowie zusdtzlich mehr als 50 Mitglieder
der Klasse-I-Multigenfamilie. Zur Charakterisierung der Expressi-
on dieser Gene wurde ein MHC-Gen-Mikroarray etabliert, der u.a.
zur Analyse der ,,Graft-versus-Host-Disease® in einem Rattenmo-
dell verwendet wird.

Im MHC befinden sich auch drei Hitzeschockprotein (HSP) 70-
Gene, die u.a. tumorimmunologische Funktionen haben. In den
letzten Jahren hat sich herausgestellt, dass bestimmte Hitzeschock-
proteine eine wichtige Rolle bei der Antigenprdsentation und der
Aktivierung des natiirlichen Immunsystems spielen. Wir haben die
Auswirkungen einer HSP70-Uberexpression in Tumorzellen unter-
sucht. Hier zeigte sich eine aktivierende Wirkung des aus Tumorzel-
len freigesetzten HSP70 auf die NK-Zell-Aktivitdt, die gegen solche
Tumorzellen gerichtet ist, die Liganden des aktivierenden NK-Re-
zeptors NKG2D exprimieren. Weiterhin wird die Rolle von Polymor-
phismen in HSP70-Rezeptorgenen sowie in NKG2D-Liganden fiir die
immunologischen Funktionen von HSP70 untersucht. Im Rahmen
von Untersuchungen zur Suszeptibilitdt von Tumorzellen gegen-
tiber zytotoxischen T Lymphozyten (CTL) wird neben der Funktion
von HSP70 auch die Rolle von Heparansulfaten fiir die Granzym-
vermittelte Apoptose analysiert. Die Bedeutung verschiedeneram
vesikuldren Transport beteiligter Proteine fiir die Exozytose zytoto-
xischer Granula wird in knock-out-Mdusen studiert.

Durch die Entdeckung neuer pluripotenter Stammzellen ist die
Moglichkeit der therapeutischen Verwendung von Stammzellen
deutlich ndher geriickt. Wir haben begonnen, die Immunogenitat
und die Tumorigenitdt von pluripotenten Stammzellen, Progenitor-
zellen und daraus differenzierten Zellen sowie die Suszeptibilitat
dieserZellen fiirzytotoxische Mechanismen des Immunsystems sys-
tematisch zu untersuchen. Dabei zeigte sich, dass inimmunsuppri-
mierten Ratten nurin vitro differenzierte neuronale Zellen nicht aber
undifferenzierte embryonale Stammzellen Teratome bildeten. Es
stellte sich heraus, dass embryonale Stammzellen im Gegensatz zu
den differenzierten Zellen NKG2D-Liganden exprimieren und daher
durch NK-Zellen effizient lysiert werden. Diese Ergebnisse werfen
die Frage auf, ob das angeborene Immunsystem zur Kontrolle der
Tumorigenitat pluripotenter Zellen einen Beitrag leisten kann.
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4,
Functional Analysis of the MHC and Cellular
Cytotoxicity

The Dressel research group deals with the major histocompatibil-
ity complex (MHC) and the function of certain MHC-linked genes.
Research questions come in particular from the fields of tumour
immunology and transplantation immunology. The function and
role of cytotoxic cells is in the centre of the interest.

The MHC has a central role in the development of the immune
system and in the establishment of an immune response. The so-
called class | and class Il genes control the antigen-specific adaptive
immune response. Certain class | and other genes of the MHC are
involved ininnate immunity. The rat MHC, the RT1 complex, encodes
over 120 functionalgenes and, in addition, more than 50 members of
the class I multigene family. To analyse the expression of these genes,
we have established a MHC gene microarray, which is used to deter-
mine gene expression in a rat model of graft-versus-host disease.

Within the MHC three heat shock protein (HSP) 70 genes are en-
codedthatplayaroleintumourimmunity. In recentyears, certain heat
shock proteins were shown to participate in antigen presentation and
in activation of the innate immune system. We studied the effects of
HSP70 overexpression in tumour cells. An increase of natural killer
(NK) cell activity mediated by HSP70 released from tumour cells has
been observed that was directed against tumour cells expressing
ligands for the activating NK receptor NKG2D. Furthermore, the role
of polymorphisms in HSP70 receptor genes and NKG2D ligands for
the immunological functions of HSP70 is being investigated. In the
context of analysing susceptibility of tumour cells to cytotoxic T lym-
phocytes (CTL), the role of HSP70 and heparan sulfates for granzyme-
mediated apoptosis is studied. Several proteins taking part in the
transportofintracellularvesicles are analysed in knock-out mice with
respect to their role in exocytosis of cytotoxic granules.

The discovery of new pluripotent stem cell types has improved
the perspectives of using stem cells for therapeutic purposes. We
have started to study the immunogenicity and tumourigenicity of
pluripotent stem cells, progenitor cells, and differentiated cells and
their susceptibility to immunological cytotoxicity. We could show
thatinimmunosuppressed rats only in vitro differentiated neuronal
cells but not undifferentiated embryonic stem cells formed terato-
mas. It turned out that embryonic stem cells, in contrast to differ-
entiated cells, express NKG2D ligands and are, therefore, efficiently
killed by NK cells. These results lead to the question whether the
innate immune system can participate in the control of tumorige-
nicity of pluripotent stem cells.
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5.
Effektormechanismen an der Schnittstelle
zwischen angeborener und erworbener Immunitat

Alpha- und Beta-Defensine induzieren Chemotaxis von Makro-
phagen unabhdngig von CCR6 und sind potente Mediatoren der
angeborenen Immunitdt

a- und B-Defensine reprdsentieren zwei unabhdngige Subgruppen
antimikrobieller Peptide, die in Granulozyten und Epithelien ex-



primiert werden. Sie tragen zur Imnmunabwehr bei, indem sie die
Zellmembran von Mikroorganismen zerstéren. Wir konnten zum ers-
ten Mal zeigen, dass sich a- ebenso wie B-Defensine untereinan-
der vollstéandig desensibilisieren, wahrend die heterologe Desen-
sibilisierung zwischen den beiden Defensinsubgruppen nurinkom-
plett und Proteinkinase-C-abhdngigist. Diese Ergebnisse sprechen
fiirdas Vorliegen je eines Rezeptors fiir a- bzw. fiir 3-Defensine. Im
Gegensatz zu fritheren Berichten anderer Arbeitsgruppen fanden
wir keinerlei Hinweise auf eine Interaktion zwischen 3-Defensinen
und CCRé.

IL-4 iibt eine breite und potente Wirkung auf die chemotaktische
Anlockung dendritischer Zellen und Makrophagen aus

IL-4 ist als Modulator der Funktionen dendritischer Zellen und Ma-
krophagen bekannt. Wirkonnten bereits zeigen, dass IL-4 die Wande-
rung humanerund murinerdendritischerZellen sowie Makrophagen
nach Anaphylatoxin C5a Gabe in vivo inhibiert. Unsere jiingsten Ar-
beiten untersuchten den Einflussvon IL-4 und IL-13 auf die Mobilisie-
rung dendritischerZellen und Makrophagen durch inflammatorische
Chemokine und bakterielle Tripeptide wie fMLP. Diese Arbeiten be-
legen, dass insbesondere IL-4 breite und potente inhibitorische
Effekte auf die chemotaktische Mobilisierung dendritischer Zellen
und Makrophagen ausiibt. Dieser Befund kdnnte die Grundlage fiir
einen therapeutischen Einsatz von IL-4 als anti-inflammatorisches
Medikament bei autoimmunen Erkrankungen legen.

Das Anaphylatoxin C5a ist ein Chemotaxin fiir aktivierte
Mastzellen

Mastzellen sind gewebestdndige Zellen mit wichtigen Funktionen
beiAllergie und Entziindung. Wir konnten zeigen, dass murine Mast-
zelltypen signifikante Mengen von C5a Rezeptor nur nach Stimu-
lierung mit dem Kalziumionophor lonomyzin, dem Proteinkinase
C Aktivator Phorbolmyristatacetat (PMA) oder mit IgE plus Antigen
exprimieren. Mastzellen, die mitlonomyzin, PMA oder IgE plus Anti-
gen stimuliert wurden, aber nicht unstimulierte Zellen, konnten
durch C5ain vivo angelockt werden. Unsere Beobachtungen iden-
tifizieren somit die Hochregulation von C5aR auf Mastzellen durch
IgE-abhéngige und unabhéngige Mechanismen als eine neuartige
regulatorische Funktion der Mastzellen, die den pro-allergischen
und pro-inflammatorischen Einfluss des Anaphylatoxins C5a er-
heblich amplifiziert.

5.
Effector Mechanisms at the Crossroad of Innate
and Adaptive Immunity

Alpha- and beta-defensins, inducing chemotaxis of macrophages
independent of CCR6, are potent mediators of innate immunity

a-and B-defensins represent two distinct subgroups of antimicrobi-
alpeptides expressed by granulocytes and epithelial surfaces. They
contribute to host defence by disrupting the cytoplasmic membrane
of microorganisms. Our studies show that a- as well as B-defensins
completely desensitize each other’s chemotactic activities whereas
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heterologous desensitization between members of both defensin
subgroupswas incomplete and protein kinase C-dependent. These
results suggest the presence of distinct receptors foreach defensin
subgroup. In contrast to previous published reports, we did not find
evidence for an interaction between B-defensins and CCRé.

IL-4 exerts broad and potent inhibitory effects on the chemotactic
mobilization of dendritic cells and macrophages

IL-4 is well recognized as a modulator of dendritic cell and mac-
rophage activation. We have previously shown that IL-4 inhibits
migration of human and murine dendritic cells and macrophages
in response to anaphylatoxins in vivo. In our recent studies, we
have examined the influence of IL-4 and IL-13 on the mobilization
of dendritic cells and macrophages by inflammatory chemokines
and bacteria-derived fMLP. Our results demonstrate that IL-4, and
to a lesser degree IL-13, exerts broad and potent inhibitory effects
on the chemotactic mobilization of dendritic cells and macrophages,
afinding which could provide a strong rationale for the therapeutic
use of IL-4 as an anti-inflammatory drug in autoimmune diseases.

Anaphylatoxin C5a is a chemoattractant for activated mast cells
Mast cells are tissue-resident cells with important functions in al-
lergy and inflammation. We have shown that murine mast cells
express significant amounts of anaphylatoxin C5a receptor (C5aR)
only after stimulation with calcium ionophore, ionomycin, or with
protein kinase Cactivator, phorbol myristate acetate (PMA), or with
IgE plus antigen. Mast cells stimulated with ionomycin, PMA, or IgE,
plus antigen but not unstimulated cells, were mobilized by C5a in
vivo. Our observations identify upregulation of C5aR on mast cells
by IgE-dependent and independent mechanisms as a novel regu-
latory function which strongly amplifies the pro-allergic and pro-
inflammatory impact of anaphylatoxin C5a.
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